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RESUMO 
 
A cocaína produz potentes efeitos reforçadores devido ao bloqueio de 
transportadores dopaminérgicos, causando um grande e rápido aumento de 
dopamina na fenda sináptica. Este aumento de dopamina no sistema mesolímbico é 
provavelmente o maior responsável pelo abuso da droga, que pode levar à 
dependência. No entanto, até o momento, não foi estabelecido nenhum tratamento 
para a dependência de cocaína. Neste sentido, este estudo foi proposto a fim de 
avaliar o efeito de duas drogas sobre a preferência condicionada por lugar (PCL) 
induzida por cocaína, o agonista parcial de receptores D1, SKF 38393, e o inibidor 
da síntese de dopamina, α-metil-p-tirosina (AMPT). Camundongos machos adultos 
C57BL/6J foram condicionados a um ambiente com administração de cocaína (10 
mg/kg) via intraperitoneal (i.p.) em dias alternados em um procedimento “biased”. 
Após o teste de preferência pós-condicionamento, os animais foram submetidos a 
três dias de tratamento com SKF 38393 (10 mg/kg) ou AMPT (250 mg/kg) ou com a 
associação das duas drogas. O tratamento com SKF 38393 foi capaz de reverter a 
PCL induzida pela cocaína. Contrariamente, a administração repetida de AMPT 
potencializou este comportamento. A associação de SKF 38393 e AMPT bloqueou o 
comportamento previamente estabelecido pela cocaína. Adicionalmente, foi avaliado 
o efeito do SKF 38393 sobre os níveis de BDNF no núcleo accumbens (NAcc) e na 
área tegmental ventral (ATV) após o procedimento de PCL induzido por cocaína. 
Houve aumento de BDNF na ATV tanto pela administração repetida de cocaína 
quanto de SKF 38393, sendo que a associação destas duas drogas potencializou o 
aumento de BDNF nesta região. No entanto, não foram verificadas alterações nos 
níveis de BDNF no NAcc em nenhum grupo. Este estudo fornece indícios de que os 
receptores D1 participam diretamente do mecanismo de reforço condicionado no 
modelo de PCL induzida por cocaína; e que a ativação parcial destes receptores 
concomitante ao uso da cocaína desencadeia alterações neurobiológicas que 
podem ser a chave para o desenvolvimento de medicamentos para a dependência 
de cocaína. 
 
 
Palavras-chave: cocaína; SKF 38393; α-metil-p-tirosina; BDNF; preferência 
condicionada por lugar; camundongos. 
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ABSTRACT 
 
Cocaine produces potent reward effects by the blockage of dopamine transporters. 
This blockage triggers a fast and large increase of dopamine levels in the synaptic 
cleft. This increase of dopamine in the mesolimbic system is probably the major 
responsible for the drug abuse that may lead to addiction. However, until now, it was 
not yet established a treatment for cocaine addiction. Therefore, the aims of this 
study were to evaluate the effects of the partial D1 agonist SKF 38393 and of the 
dopamine synthesis inhibitor α-metil-p-tyrosine (AMPT) on cocaine-conditioned place 
preference (CPP). Male adult C57BL/6J mice were conditioned with cocaine (10 
mg/kg; i.p.) each other day in a biased procedure. After the post-conditioning test, the 
mice were submitted to three consecutive days of treatment with SKF 38393 (10 
mg/kg; i.p.) or AMPT (250 mg/kg; i.p.), or the association of the two drugs. After the 
post-treatment preference test, it was demonstrated that the SKF 38393 reversed the 
CPP; while conversely, AMPT potentiated it. The association of the two drugs was 
able to block the effects of cocaine-induced CPP. Additionally, we investigated the 
effects of the three days of treatment with SKF 38393 (10 mg/kg) on the BDNF levels 
in the ventral tegmental area (VTA) and nucleus accumbens (NAcc) after the 
cocaine-induced CPP procedure. Both cocaine and SKF 38393 treatments increased 
the BDNF levels in the VTA. The increase of BDNF was potentialized with the 
association of cocaine and SKF 38393 in this area. However there were no changes 
in BDNF levels in the NAcc in any experimental group. This study provides evidences 
that D1 receptors are directly involved with the conditioned reward mechanism in 
cocaine-induced CPP. Moreover, the partial activation of D1 receptors concomitant 
with cocaine use triggers neurobiological changes that may be the key role for the 
development of a treatment for cocaine addiction. 
 
 
Key-words: cocaine; SKF 38393; α-metil-p-tyrosine; BDNF; conditioned place 
preference; mice. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Cocaína 
 
1.1.1. Histórico 
Estima-se que entre 13 e 19 milhões de pessoas no mundo entre 15 e 64 
anos já usaram cocaína pelo menos uma vez na vida (UNODC, 2012). No Brasil a 
prevalência do uso de cocaína é em torno de 2,9% (CARLINI et al., 2007). 
O uso da cocaína começou há mais de 4500 anos nas grandes civilizações 
pré-colombianas, que já usavam as folhas extraídas da planta Erythroxylon coca 
(MAIA; JURUENA, 1996). Na medicina, a cocaína surgiu apenas em 1855, quando o 
químico Friedrich Gaedecke conseguiu o extrato das folhas de coca. Em 1859, o 
químico alemão Albert Niemann isolou a cocaína, que representa em torno de 80% 
do total dos alcalóides presentes na planta. Quase 30 anos depois, em 1898, a 
fórmula exata da cocaína foi desvendada (benzoilmetil-ecognina, C17H21NO4), e em 
1902 finalmente foi produzida a cocaína sintética em laboratório (FERREIRA; 
MARTINI, 2001). 
No início, a cocaína foi considerada um fármaco seguro e milagroso, e 
chegou a ser indicada, entre várias enfermidades, para o tratamento da dependência 
da morfina. A popularização da cocaína teve grande contribuição de Sigmund Freud, 
que publicou um livro, no ano de 1884, chamado “Uber coca”. Neste livro, Freud 
defendia o uso terapêutico da droga como estimulante, afrodisíaco, anestésico local, 
asma e exaustão nervosa, entre várias outras indicações. Freud usava em torno de 
200 mg de cocaína por dia, e recomendava a substância como estimulante e 
euforizante em estados depressivos. O médico Ernest Von Fleischl Marxow, utilizou 
a cocaína indicada por Freud para o tratamento da dependência de morfina, 
14 
 
resultando em dependência dupla. Os fatos fizeram com que Freud voltasse atrás, e 
quatro anos após a publicação do livro “Uber coca”, ele publicou uma continuação 
deste livro modificando o seu ponto de vista sobre a cocaína (FERREIRA; MARTINI, 
2001;  HAAS, 1995;  MAIA; JURUENA, 1996;  MORIARTY; ALAGNA; LAKE, 1984). 
Por volta de 1880, o médico William Halsted tentou estabelecer o uso de cocaína 
como anestésico local, e passou a administrar cocaína em si mesmo e em seus 
colegas. Como conseqüência, houve uma intensa dependência da droga. 
Acreditando que a morfina e a cocaína pudessem substituir uma à outra, Halsted 
passou a utilizar a morfina para tratar sua dependência de cocaína, e tornou-se 
dependente também de morfina até o final de sua vida (NUNN, 2006). 
 
1.1.2.  Mecanismo de ação e a relação com a dopamina 
Os efeitos estimulantes da cocaína se devem ao fato de que ela age pelo 
bloqueio dos transportadores de dopamina, impedindo que este neurotransmissor 
seja recaptado da fenda sináptica (HURD; KEHR; UNGERSTEDT, 1988;  PETTIT; 
JUSTICE, 1989). A cocaína inibe também a recaptação de outras monoaminas, a 
noradrenalina e a serotonina. O grande aumento de dopamina sináptica, decorrente 
do bloqueio de seus transportadores, é responsável pelos potentes efeitos 
euforizantes produzidos pela droga (NESTLER, 2005;  VOLKOW; FOWLER; WANG, 
1999). O principal alvo da cocaína é a via dopaminérgica do sistema 
mesocorticolímbico, que é conhecido como sistema de recompensa. Este sistema é 
composto por projeções que partem da área tegmental ventral (ATV) em direção ao 
núcleo accumbens (NAcc), amígdala e córtex pré-frontal (CPF). O NAcc é o principal 
centro de prazer na via de recompensa, e quando estimulado com dopamina, produz 
fortes sensações de satisfação. O uso de cocaína faz com que estas sensações 
15 
sejam muito maiores do que as experimentadas com reforçadores naturais, como 
água, comida e sexo.  
 
Figura 1. Circuito da recompensa. A dopamina liberada pela Área Tegmental Ventral se liga 
aos receptores dopaminérgicos no Núcleo accumbens, desencadeando os sentimentos de 
prazer e euforia. A Área Tegmental Ventral também envia projeções para a amígdala, um 
importante centro de memória, e o Córtex Frontal, responsável pelas respostas inibitórias. 
Fonte: Modificado de Nestler (2005). 
 
 
A cocaína tem um dos mais potentes efeitos reforçadores comparada a outras 
drogas de abuso, o que é responsável, em grande parte, pelo abuso e dependência 
da droga (KUHAR; RITZ; BOJA, 1991). Isto pode ser demonstrado pelo fato de que 
animais de laboratório chegam a preferir a auto-administração de cocaína ao invés 
de se alimentarem, e este comportamento pode ser tão persistente que culmina na 
morte do animal (DACKIS; GOLD, 1985). Um efeito reforçador pode ser definido 
como qualquer evento que aumente a probabilidade de uma resposta, ou que tenha 
a capacidade de criar e manter comportamentos. O reforço pode ser positivo, 
quando o evento produz efeitos agradáveis e prazerosos; ou negativo, quando o 
efeito é pela diminuição ou alívio de sensações desagradáveis (WISE, 1987). 
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1.2. Receptores dopaminérgicos e dopamina 
A dopamina aumentada na fenda sináptica atua sobre receptores 
dopaminérgicos D1 e D2. Estas duas famílias de receptores parecem ter papéis 
opostos no comportamento de busca (ou craving) pela cocaína. A ativação de 
receptores D1 parece diminuir a fissura, enquanto a ativação de D2 a intensifica.  
Os receptores dopaminérgicos são acoplados a uma proteína G. Estes 
receptores foram divididos em duas classes (D1 e D2) de acordo com suas 
características farmacológicas, estruturais e bioquímicas (ANDERSEN et al., 1990;  
SIBLEY; MONSMA, 1992). Os receptores da família D1 (D1 e D5) são acoplados a 
uma proteína Gαs/olf, que ativa a enzima adenilato ciclase (AC) e estimula a 
produção do segundo mensageiro AMPc e a atividade da PKA. Estes receptores são 
localizados apenas na pós-sinapse de células receptoras de dopamina. A classe D2 
é constituída pelos receptores D2, D3 e D4, que são acoplados a uma proteína Gαi/o 
e, ao contrário de D1, inibem a enzima AC, inibindo a produção do AMPc e a 
atividade da PKA por esta via (KEBABIAN; CALNE, 1979;  KEBABIAN; 
GREENGARD, 1971;  MISSALE et al., 1988). Estão localizados tanto na pós-
sinapse em células receptoras de dopamina, quanto na pré-sinapse (SOKOLOFF et 
al., 2006). 
Os receptores dopaminérgicos D1 são altamente expressos na região 
mesocorticolímbica, como estriado, NAcc, amígdala e córtex frontal, enquanto 
receptores D2 se encontram em maior número também no estriado e NAcc, e no 
tubérculo olfatório (MISSALE et al., 1988;  SOKOLOFF et al., 2006;  VALLONE; 
PICETTI; BORRELLI, 2000). As duas classes de receptores estão intimamente 
relacionadas com processos fisiológicos importantes como atividade locomotora, 
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aprendizagem e memória, e mecanismos de reforço e recompensa (MISSALE et al., 
1988;  SOKOLOFF et al., 2006;  ZHANG et al., 2007).  
A síntese de dopamina envolve dois passos. Em primeiro lugar, a tirosina 
sofre hidroxilação pela ação da enzima tirosina hidroxilase (TH), sendo transformada 
em DOPA. Este é o passo limitante da síntese das catecolaminas, sendo seus 
cofatores o oxigênio molecular e a tetra-hidrobiopteridina (BH4). A TH é um 
tetrâmero formado por quatro subunidades idênticas, é estereoespecífica (somente 
age sobre a L-tirosina) e citosólica. 
A TH exerce seu efeito regulador de forma muito rápida, o que lhe permite 
adaptar-se às mudanças extracelulares ou à atividade neuronal que, por sua vez, 
necessita ajustar-se à biossíntese das catecolaminas (STONE, 1996). Durante a 
hidroxilação da tirosina à DOPA, a TH em sua forma reduzida (ativa) oxida-se dando 
origem a uma forma inativa. A reativação da enzima realiza-se por meio da 
coenzima BH4, que doa à TH dois átomos de hidrogênio, ativando, desta forma, a 
enzima. Por sua vez, a coenzima BH4 passa para a sua forma oxidada (di-
hidropteridina quinoidea), que recupera sua forma reduzida na última etapa da 
reação que é catalisada pela enzima di-hidropteridina redutase (NEDERGAARD, 
1988). 
O segundo passo consiste na descarboxilação da L-DOPA por ação da 
enzima DOPA descarboxilase, originando-se a dopamina. Diferente da enzima TH, 
esta não é específica para o substrato, podendo ser encontrada em outros tipos 
celulares além dos neurônios dopaminérgicos. O co-fator da DOPA descarboxilase é 
a vitamina B6 e esta enzima não é um fator limitante na síntese de dopamina 
(NEDERGAARD, 1988). 
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Nos neurônios noradrenérgicos a dopamina é convertida em noradrenalina 
em uma reação catalisada pela enzima dopamina-β-hidroxilase, localizada nas 
vesículas sinápticas. Nos neurônios adrenérgicos, a noradrenalina é então 
convertida em adrenalina pela ação da enzima fenil-N-metiltransferase (PNMT) 
(BRADFORD, 1988;  CARDINALLI, 1992). A síntese de catecolaminas pode ser 
experimentalmente manipulada pela droga α-metil-p-tirosina (AMPT), que inibe a TH, 
de forma reversível, bloqueando a conversão de tirosina a DOPA (LAM et al., 2001). 
 
1.3. Agonistas parciais D1 para o tratamento da dependência de cocaína 
O abuso crônico de cocaína tem intensificado esforços para desenvolver 
medicações para o tratamento da dependência desta droga. Baseado em estudos 
pré-clínicos, agonistas e antagonistas dopaminérgicos foram propostos para o uso 
clínico, mas devido a efeitos colaterais debilitantes, como transtornos de movimento 
e hiperatividade excessiva, não foram muito bem sucedidos clinicamente (KOLLER; 
RUEDA, 1998;  KOSTEN; MCCANCE, 1996;  MENDELSON; MELLO, 1996;  
WARNER; KOSTEN; O'CONNOR, 1997). Uma estratégia alternativa na abordagem 
dopaminérgica do tratamento da dependência de cocaína é o emprego de 
moduladores dopaminérgicos, como os agonistas parciais (SPEALMAN; BERGMAN; 
ROSENZWEIG-LIPSON, 1997). Os agonistas parciais são drogas que se ligam ao 
receptor, mas não produzem a capacidade máxima de ativação de seus 
mecanismos de transdução de sinal associados. 
A cocaína, como já foi dito anteriormente, faz com que haja grande aumento 
de dopamina na fenda sináptica. Sendo assim, na presença de cocaína (um estado 
de alta atividade dopaminérgica), os agonistas parciais de dopamina estariam 
agindo principalmente como antagonistas, enquanto na ausência de cocaína (um 
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estado, comparativamente, de baixa atividade dopaminérgica), teriam a função de 
agonistas fracos (PLATT; ROWLETT; SPEALMAN, 2000). 
Agonistas parciais, então, podem exibir um potencial de abuso reduzido 
comparado aos agonistas completos, e também apresentar efeitos motores menos 
graves comparados aos antagonistas (PLATT et al., 2000). Neste sentido, foi 
demonstrado que os agonistas parciais D1 SKF 38393 e SKF 75670 podem atenuar 
a discriminação de drogas e os efeitos estimulantes comportamentais da cocaína em 
macacos e roedores (KATZ et al., 1999;  SPEALMAN et al., 1997). Estas mesmas 
drogas também mostraram antagonizar a cocaína por auto-administração 
intravenosa (i.v.) em ratos e macacos (BERGMAN; ROSENZWEIG-LIPSON, 1992;  
CAINE et al., 1999;  KATZ; WITKIN, 1992), assim como o SKF 77434 reduziu os 
efeitos da cocaína em macacos (KATZ et al., 1999;  MUTSCHLER; BERGMAN, 
2002). 
  
Figura 2. Fórmula estrutural do agonista parcial D1 SKF 38393. 
 
Adicionalmente, SKF 38393 e outro agonista parcial D1, SKF 83959, inibiram 
o restabelecimento do comportamento extinguido de busca pela cocaína, sugerindo 
que estes compostos podem ser efetivos na atenuação da recaída (SPEALMAN et 
al., 1999). 
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No entanto, dependendo da dose utilizada e dos esquemas farmacológicos 
aplicados, os agonistas parciais podem induzir também efeitos indesejáveis tais 
como hiperatividade ou diminuição na atividade locomotora (KATZ et al., 1999) e 
catalepsia (ROSENZWEIG-LIPSON; BERGMAN, 1994). 
 
1.4. α-metil-p-tirosina (AMPT) 
 A AMPT é uma droga anti-hipertensiva utilizada no tratamento do 
feocromocitoma. Seu mecanismo de ação é pela inibição da enzima tirosina 
hidroxilase, passo limitante da síntese de catecolaminas. A partir desta inibição, a 
produção de dopamina é reduzida, diminuindo a concentração deste 
neurotransmissor na fenda sináptica. A tirosina hidroxilase também é passo limitante 
da síntese da noradrenalina e da adrenalina, sendo que a inibição da enzima resulta 
também na diminuição da síntese destas catecolaminas (ENGELMAN; PORTNOY; 
LOVENBERG, 1968). 
 
 
Figura 3. Fórmula estrutural da AMPT. 
 
 Esta droga é bem absorvida no trato gastrintestinal e a taxa de redução da 
produção das catecolaminas pode ser verificada através da excreção urinária de 
seus metabólitos. Em torno de 69% de AMPT é excretada inalterada na urina. A 
meia-vida plasmática varia de três a quatro horas, e atinge o efeito máximo na 
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redução das catecolaminas em dois ou três dias de administração, retornando aos 
níveis normais após três ou quatro dias após a descontinuação. Os principais efeitos 
colaterais no Sistema Nervoso Central (SNC) verificados são: sedação, ansiedade, 
sintomas extrapiramidais, alterações de humor e mudanças no padrão de sono após 
a retirada do medicamento (ENGELMAN et al., 1968). 
 
1.5. Preferência Condicionada por Lugar  
 O modelo de preferência condicionada por lugar (PCL) tem sido amplamente 
utilizado para medir os efeitos reforçadores de drogas de abuso (TZSCHENTKE, 
1998). Este modelo segue os princípios do condicionamento Pavloviano (ou 
condicionamento clássico), em que inicialmente, a droga é um estímulo 
incondicionado (unconditioned stimulus - US) e o efeito produzido pela droga é uma 
resposta incondicionada (unconditioned response - UR). Durante a fase de 
condicionamento (ou aquisição) da PCL, os animais recebem as injeções da droga 
de estudo ou veículo, pareados com um determinado ambiente do aparelho de 
preferência. Ao final das sessões de condicionamento, o ambiente pareado com a 
droga se torna um estímulo condicionado (conditioned stimulus - CS) e a reação à 
droga se torna uma resposta condicionada (conditioned response - CR). Na fase de 
teste ou expressão, quando a droga não é administrada, os animais tendem a 
passar mais tempo no ambiente que foi pareado à droga, demonstrando que o CS 
está agindo como um reforçador condicionado (BALDWIN; BALDWIN, 2001). A PCL 
também pode ser extinta e reinstalada. A extinção pode ser realizada expondo o 
animal repetidamente ao ambiente preferido sem a administração da droga, ou 
pareando os dois ambientes (o previamente pareado e o não pareado com a droga) 
com a administração do veículo.  
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Figura 4. Procedimento experimental da PCL. Modificado de Sanchis & Spanagel, 2006. 
 
 O modelo de PCL pode ser realizado através de duas metodologias 
diferentes, “biased” e “unbiased”. Um aparelho “biased” de condicionamento se 
refere a um aparelho em que se permite verificar uma preferência inicial por um 
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compartimento ao invés de outro antes do condicionamento, enquanto no “unbiased” 
não é possível verificar esta diferença. Na mesma linha, o procedimento “biased” 
consiste em parear o estímulo incondicionado (por exemplo, a droga) com um 
compartimento específico do aparelho, geralmente o ambiente que inicialmente não 
foi preferido (ou evitado) pelo animal. Quando a droga é pareada randomicamente a 
um ambiente, sem considerar a preferência inicial do animal por determinado 
compartimento, o procedimento é considerado “unbiased” (CUNNINGHAM; 
FERREE; HOWARD, 2003). 
 A cocaína produz uma PCL de longa duração (BRABANT; QUERTEMONT; 
TIRELLI, 2005;  CAREY et al., 2007). No entanto, essa preferência é mais bem 
observada se o pareamento da droga com o ambiente é realizado imediatamente 
após sua administração. Quando o pareamento da cocaína com o ambiente é 
atrasado, por exemplo, em 15 minutos após a administração, pode-se observar uma 
aversão condicionada por lugar (ETTENBERG et al., 1999), demonstrando que os 
efeitos recompensadores da droga aparecem logo após a administração, mas que 
ao longo do tempo surgem os efeitos negativos. 
 Drogas que são capazes de atenuar ou bloquear a expressão da PCL 
induzida por cocaína podem ser agentes terapêuticos úteis para o tratamento da 
dependência de cocaína (CALCAGNETTI; SCHECHTER, 1994;  SANCHIS-
SEGURA; SPANAGEL, 2006). 
 
1.6. BDNF - Fator neurotrófico derivado do encéfalo 
O BDNF (brain derived neurothrofic factor) é um peptídeo pertencente a uma 
família de neurotrofinas, que foi isolado e caracterizado pela primeira vez em 1982 
(BARDE; EDGAR; THOENEN, 1982). Esta família inclui o NGF (nerve growth factor), 
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neurotrofina 3 e neurotrofina 4/5. É a neurotrofina mais abundante no sistema 
nervoso, sintetizada primeiramente como pro-BDNF (32kDa), para então ser 
processada em sua forma madura (13 kDA). O pro-BDNF se liga e ativa receptores 
pró-apoptóticos p75, enquanto o BDNF se liga e ativa receptores pró-sobrevivência 
TrkB (BIBEL; BARDE, 2000). A ligação do BDNF ao receptor TrkB desencadeia a 
dimerização do receptor, a auto-fosforilação de resíduos específicos de tirosina 
intracelulares, e a ativação de três diferentes cascatas de transdução de sinal. Estas 
incluem a fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K), a proteína kinase ativada por mitógeno/ 
proteína kinase ativada por sinal extracelular (MAPK/ERK) e as cascatas da 
fosfolipase Cγ (KAPLAN; MILLER, 2000;  PATAPOUTIAN; REICHARDT, 2001). 
Através destes mecanismos, a expressão de BDNF está associada com atividade 
neuronal e plasticidade sináptica. Adicionalmente, o BDNF induz tanto a fase 
recente quanto a fase tardia da LTP (long-term potentiation), o mecanismo básico da 
aprendizagem e memória, a síntese de proteínas dendríticas, e aumenta a formação 
de espinhas dendríticas (BRAMHAM et al., 1996;  KANG; SCHUMAN, 1996). O 
BDNF também regula neuroadaptações de longo prazo induzidas por drogas, que 
envolvem alterações em componentes moleculares da sinapse e na expressão 
gênica.   
O BDNF exerce funções importantes no desenvolvimento, diferenciação, 
manutenção e sobrevivência de neurônios do SNC (ALTAR et al., 1992). Está 
expresso em várias regiões que são intimamente envolvidas em respostas neuronais 
induzidas por drogas psicoestimulantes, incluindo a amígdala (RATTINER et al., 
2004), o estriado (YUREK et al., 1996) e o CPF (BLAND et al., 2005); seu receptor 
específico, TrkB, está expresso em todos os neurônios dopaminérgicos 
mesencefálicos (NUMAN; SEROOGY, 1999). 
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Baseados no fato que o uso de psicoestimulantes é capaz de aumentar a 
transmissão dopaminérgica na via mesocorticolímbica, vários estudos experimentais 
analisaram o efeito da cocaína na expressão de BDNF neste sistema. Vários 
trabalhos demonstraram que a administração aguda ou repetida de cocaína é capaz 
de promover aumento de mRNA e de proteína madura de BDNF no NAcc, VTA, 
amígdala e CPF. Este aumento foi verificado até 21 dias após o término das sessões 
de auto-administração (FILIP et al., 2006;  FUMAGALLI et al., 2007;  GRAHAM et al., 
2007;  LE FOLL; DIAZ; SOKOLOFF, 2005).  
 
1.6.1. BDNF e respostas condicionadas à cocaína 
Estímulos comportamentais que são intimamente associados em tempo e 
espaço com os efeitos de drogas de abuso podem adquirir propriedades 
reforçadoras secundárias através do condicionamento Pavloviano. O estímulo 
condicionado adquire a capacidade de eliciar as respostas emocionais que são 
induzidas pela droga durante o condicionamento, e mantém o comportamento de 
busca pela droga e recaída mesmo após um longo período de abstinência (O'BRIEN 
et al., 1992). 
O BDNF está fortemente envolvido com as respostas condicionadas na 
amígdala (RATTINER; DAVIS; RESSLER, 2005) e com o aprendizado contextual no 
hipocampo (HALL; THOMAS; EVERITT, 2000). Baseado nisto, foi sugerido que o 
aumento de BDNF liberado durante o consumo repetido de drogas 
psicoestimulantes pode ter uma função no mecanismo neuronal que é a base das 
respostas condicionadas aos psicoestimulantes. O BDNF demonstrou modificar as 
propriedades recompensadoras do estímulo associado à cocaína em roedores. 
Infusões de BDNF intra NAcc fortaleceram a capacidade de um estímulo de agir 
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como um reforço condicionado, além de ter aumentado a resposta induzida por 
cocaína a este reforço, que persistiu por mais de um mês após a cessação das 
infusões de BDNF (HORGER et al., 1999). Este relato confirma a hipótese que o 
BDNF promove mudanças de longa duração no sistema dopaminérgico 
mesolímbico, ativando mecanismos do aprendizado associativo que são à base do 
comportamento de dependência, que permanece mesmo após longos períodos de 
abstinência. 
A função do BDNF em estímulos associados às drogas foi adicionalmente 
confirmada em camundongos knockout heterozigotos BDNF +/- usando o paradigma 
da PCL. Estes animais apresentaram efeitos menores de recompensa relacionados 
à cocaína, além de menor habilidade em aprender uma nova associação entre a 
droga e o lugar em que ela foi administrada (HALL et al., 2003).  
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2. OBJETIVOS 
 
Estudar o efeito de combinações farmacológicas dopaminérgicas sobre a 
preferência condicionada por lugar induzida por cocaína e sobre os níveis de BDNF. 
 
2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
A) Avaliar o efeito do tratamento repetido com o agonista parcial D1 SKF 38393 
na reversão da PCL induzida por cocaína; 
B)  Avaliar o efeito da inibição da enzima tirosina hidroxilase pela droga α-metil-
p-tirosina (AMPT), através de tratamento repetido, na reversão da PCL 
induzida por cocaína;  
C) Avaliar o efeito da associação entre SKF 38393 e AMPT na reversão da PCL 
induzida por cocaína; 
D) Quantificar os níveis de BDNF no NAcc e ATV através do ensaio ELISA após 
a reversão da PCL induzida por cocaína pelo SKF 38393. 
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3. METODOLOGIA GERAL 
- Estudo 1: Efeitos do SKF 38393 sobre a preferência condicionada por lugar 
induzida por cocaína. 
- Estudo 2: Efeitos da AMPT e da associação do SKF 38393 e AMPT sobre a 
preferência condicionada por lugar induzida por cocaína. 
- Estudo 3: Efeitos do SKF 38393 sobre os níveis de BDNF em animais submetidos 
à preferência condicionada por lugar induzida por cocaína. 
 
3.1. Animais 
Nos três estudos, foram utilizados camundongos machos adultos (n = 82; 5-
8/grupo), da linhagem C57BL/6J obtidos do CEDEME (Universidade Federal de São 
Paulo), seguindo os princípios éticos e práticos para pesquisa com animais e após 
aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (CEP #2000/09; Anexo 1). 
No primeiro estudo, os animais foram alocados em caixas de polipropileno (38,4 X 
31,5 X 17 cm) forradas com maravalha; os animais do segundo e terceiro estudos 
foram alocados em caixas de polipropileno em estante ventilada, forradas com 
sabugo de milho. Em todos os experimentos, receberam água e comida ad libitum, 
exceto durante os procedimentos experimentais. O biotério foi mantido sobre 
controle de temperatura (22 ± 1ºC) e programa de iluminação artificial (luzes acesas 
entre 7h e 19h). Todos os experimentos foram conduzidos entre 12h e 18h. Os 
animais foram manipulados por três dias consecutivos antes de qualquer 
procedimento invasivo para habituação com o experimentador a fim de minimizar os 
efeitos de estresse.  
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3.2. Drogas 
Cloridrato de cocaína (Sigma, St Louis, MO, USA) foi injetado 
intraperitonealmente (i.p.) na dose de 10 mg/kg. AMPT (α-Methyl-DL-tyrosine methyl 
ester hydrochloride, Sigma, St Louis, MO, USA) foi injetado (i.p.) na dose de 250 
mg/kg. SKF 38393 (Sigma-Aldrich, Brasil) foi injetado (i.p.) na dose de 10 mg/kg. 
Todas as drogas foram diluídas em solução estéril de NaCl 0,09 mg/ml na proporção 
de 10 ml/kg. As doses de cocaína, AMPT e SKF 38393 foram escolhidas baseado 
em dados da literatura que demonstraram efetividade nos tratamentos utilizados 
com estas doses (CAREY et al., 2007;  GHISI et al., 2009;  MCNAMARA et al., 2006;  
ORSINI et al., 2005). 
 
3.3. Preferência condicionada por lugar 
3.3.1.  Aparelho 
Os experimentos de PCL foram realizados usando um procedimento biased. 
Este procedimento consiste na avaliação da preferência inicial dos animais por um 
dos compartimentos do aparelho na ausência de treinamento ou condicionamento, 
seguida por condicionamento do animal pareando a droga com o compartimento 
inicialmente não preferido (Cunningham et al., 2003).  
Foi utilizado um aparelho de PCL para camundongos monitorado por software 
(Insight Pesquisa e Ensino, Brasil). O aparelho consiste em uma caixa de acrílico e 
aço inoxidável dividido em três compartimentos diferentes, que podem ser isolados 
por portas removíveis. O compartimento central, que é menor que os demais, têm 
paredes cinza claro e chão de placa de aço inoxidável, serve como compartimento 
de passagem entre os dois compartimentos laterais. Um dos compartimentos laterais 
tem paredes brancas e chão de barras de aço inoxidável. O outro compartimento 
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lateral tem paredes pretas e chão em grade de aço inoxidável. As diferenças entre 
os dois compartimentos possibilitam o animal a diferenciar os ambientes. 
 
 
  
 Figura 5. Aparelho de Preferência Condicionada por Lugar 
 
3.3.2. Pré-condicionamento 
Um dia antes do início do condicionamento, todos os animais foram 
submetidos a uma sessão de teste de preferência inicial por 15 minutos no aparelho 
para determinar se os animais tinham uma preferência natural por um dos 
compartimentos.  
 
3.3.3. Condicionamento 
Para esta etapa do procedimento, os animais foram distribuídos em 2 grupos: 
tratamento (cocaína) e controle (veículo). A cocaína foi pareada com o 
compartimento branco do aparelho, devido à preferência inicial dos animais pelo 
compartimento preto. 
O condicionamento foi realizado ou por 10 dias (primeiro estudo) ou por 8 dias 
(estudos seguintes) consecutivos, sempre entre 12h e 18h. As sessões foram 
reduzidas para 8 dias pois verificou-se que o mesmo efeito foi obtido com apenas 8 
dias de condicionamento, comparado a 10 dias de condicionamento. Os animais do 
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grupo tratado recebiam uma injeção (i.p.) de cocaína 10 mg/kg ou solução de salina 
estéril 0,09 mg/ml em dias alternados e eram imediatamente confinados a um dos 
compartimentos laterais do aparelho por 30 minutos. Quando recebiam cocaína, 
estes animais eram confinados ao compartimento branco, e quando recebiam 
veículo (salina), ao compartimento preto. Os animais do grupo controle recebiam 
somente veículo e eram confinados todos os dias a um dos dois compartimentos 
após a injeção, também em dias alternados.  
 
3.3.4. Teste pós-condicionamento 
No 9º ou 11º dia, 24 horas após a última sessão de condicionamento, todos 
os animais foram submetidos ao teste de PCL. Os animais receberam uma injeção 
desafio de salina e foram imediatamente colocados no compartimento central do 
aparelho. As portas laterais deste compartimento foram abertas e então os animais 
puderam explorar livremente os três compartimentos por 15 minutos. Durante este 
período, o tempo gasto em cada compartimento foi registrado. A maior permanência 
no compartimento branco foi interpretada como preferência por este compartimento, 
induzida pelo condicionamento com cocaína, seguindo o critério pelo menos 50% a 
mais do tempo gasto no compartimento preto. 
 
3.3.5. Tratamento 
No dia seguinte ao teste de pós-condicionamento, os animais foram 
distribuídos aleatoriamente em subgrupos, de acordo com cada estudo. Os animais 
receberam primeiro a administração da droga tratamento [SKF 38393 (estudos 1 e 
3), AMPT ou SKF 38393+AMPT (estudo 2)] (ou seus veículos), e 15 minutos depois 
a administração de cocaína (ou seu veículo), de acordo com o grupo a que 
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pertenciam. Após a administração de cocaína (ou seu veículo) os animais foram 
colocados no aparelho de PCL por 30 minutos. Repetindo o protocolo da fase 
anterior, os animais condicionados com cocaína ficavam confinados no 
compartimento branco quando recebiam a injeção de cocaína e no preto quando 
recebiam salina. Os animais do grupo controle eram colocados nos dois 
compartimentos também de forma alternada após a administração de salina. Este 
tratamento foi aplicado por três dias consecutivos. Os animais dos subgrupos 
tratados com cocaína receberam cocaína no primeiro e no terceiro dia de 
tratamento, e salina no segundo dia, e foram confinados por 30 minutos nos 
compartimentos pré-estabelecidos no período de condicionamento.  
 
3.3.6. Teste pós-tratamento 
Usando o mesmo protocolo do teste pós-condicionamento, 24 horas após a 
última sessão da etapa de tratamento, os animais foram novamente testados no 
aparelho de PCL por 15 minutos, com livre acesso a todos os compartimentos. O 
tempo gasto em cada compartimento foi novamente registrado. 
 
Figura 6. Representação esquemática do procedimento de preferência condicionada por 
lugar induzida por cocaína. 
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3.4.  Atividade locomotora 
Imediatamente após os testes de preferência pós-condicionamento e pós-
tratamento, os animais foram submetidos a uma caixa de atividade locomotora (20 X 
40 X 25 cm, Opto-Varimex Mini Columbus Instruments, EUA), que detectou o 
movimento por interrupções de pares de sensores fotoelétricos horizontais. Os 
resultados foram registrados cumulativamente como locomoção total a cada 5 
minutos durante 15 minutos. 
 
 
Figura 7. Caixas de Atividade Locomotora. 
 
3.5.  Avaliação dos níveis de BDNF por ELISA (Enzyme-linked 
immunosorbant assay) 
 Após o término do experimento comportamental do estudo três, os animais 
foram decapitados e seus encéfalos foram imediatamente retirados e congelados à 
temperatura de – 80 ºC.  Posteriormente, os cérebros foram cortados no aparelho 
criostato em fatias de 300 µm nas regiões onde continham o NAcc e a ATV, de 
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acordo com o atlas FRANKLIN; PAXINOS (1997) para camundongos. Estas áreas 
foram retiradas pelo método de punch e homogeneizadas em sonicador em 0,5 ml 
de tampão de lise celular (100 mM Tris (pH 7,0), 500 mM NaCl, EDTA 2 mM, 0,1% 
NaN3, 2% BSA (bovine serum albumin), 2% Triton X-100, e 10% de um coquetel 
inibidor de protease contendo AEBSF 2mM, aprotinina 0,3 µM, bestatina 130 µM, 
EDTA 1mM, E-64 14 µM, leupeptina 1 µM) em duas vezes por 15 segundos, com 
intervalo de 15 segundos entre as sonicações. Posteriormente, as amostras foram 
centrifugadas a 16.000 g por 30 minutos a 4 ºC, e o sobrenadante foi submetido à 
quantificação protéica pelo método de BRADFORD (1976). A quantidade de BDNF 
em cada amostra foi analisada em triplicata pelo método de ELISA pelo kit BDNF 
Emax® ImmunoAssay System (Promega Corporation, Wisconsin, EUA) de acordo 
com as instruções do fabricante.  
 Brevemente, foram adicionados 100 µl do anticorpo monoclonal anti-BDNF 
diluído (1:1000) em tampão carbonato (25 mM NaHCO3, 25 mM Na2CO3, pH 9,7) a 
uma microplaca com 96 poços. Após o bloqueio da microplaca, foram adicionados 
em triplicata 100 µl das amostras provenientes do NAcc e da VTA, assim como da 
curva padrão de BDNF. Em seguida, foram adicionados 100 µl do anticorpo 
policlonal anti-BDNF humano (1:500), e, após as lavagens, o anticorpo secundário 
anti-IgY conjugado à enzima HRP (1:200). Por fim, foram aplicados 100 µl do 
substrato da reação TMB One (Tetrametilbenzidina) e a reação foi interrompida com 
HCl 1N na mesma ordem que o substrato foi adicionado. A quantificação foi 
realizada em espectrofotômetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, California, 
EUA) a 450 nm. As lavagens entre todas as etapas foram realizadas com tampão de 
lavagem TBST (20 mM Trizma HCl pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween® 20). 
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 A análise dos níveis de BDNF foi feita a partir da normalização dos valores 
obtidos para cada amostra em relação aos valores de proteína total em cada poço.  
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4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Estudo 1. Efeitos do SKF 38393 sobre a preferência condicionada por lugar 
induzida por cocaína. 
Primeiramente, foi realizado teste-t de Student pareado para o teste pré-
condicionamento, para verificar se havia diferença inicial na preferência por um dos 
compartimentos do aparelho PCL, considerando a média de tempo gasto em cada 
compartimento (branco e preto). 
Para as etapas de teste pós-condicionamento e pós-tratamento, foi realizada 
ANOVA para medidas repetidas, sendo os fatores condicionamento (cocaína ou 
salina) e tratamento (SKF 38393 ou veículo) as variáveis independentes, e a 
diferença no tempo gasto (em segundos) entre o compartimento não preferido 
(branco) e o compartimento preferido (preto) dos testes pós-condicionamento e pós 
tratamento as variáveis dependentes. Para a análise da locomoção, foi realizada 
ANOVA de duas vias, sendo os fatores condicionamento e tratamento as variáveis 
independentes, e a locomoção a variável dependente. 
Posteriormente, quando aplicável, foram feitas análises post-hoc para indicar 
os efeitos individuais usando o teste de Newman-Keuls. Valores de p<0,05 foram 
considerados estatisticamente significativos.  
 
Estudo 2. Efeitos da AMPT e da associação do SKF 38393 e AMPT sobre a 
preferência condicionada por lugar induzida por cocaína. 
Foi realizado um teste-t para analisar os dados do pré-condicionamento, para 
determinar se havia uma preferência inicial pelo compartimento branco ou preto do 
aparelho de PCL medida pela média de tempo gasto em cada compartimento.  
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Para avaliar o teste de pós-condicionamento foi realizada ANOVA de uma via, 
sendo o grupo (cocaína ou veículo) a variável independente, e o escore de 
preferência (diferença entre o tempo gasto no compartimento branco e no preto, em 
segundos) pós-condicionamento a variável dependente. Adicionalmente, foi 
realizada outra ANOVA de uma via para verificar a homogeneidade entre os 
subgrupos de cocaína, sendo os subgrupos (veículo+AMPT+SKF); 
(cocaína+veículo+veículo); (cocaína+AMPT+veículo); (cocaína+veículo+SKF); e 
(cocaína+AMPT+SKF) a variável independente e o escore de preferência a variável 
dependente.  
Para o teste de pós-tratamento foi realizada também ANOVA de uma via, 
sendo os subgrupos a variável independente e o escore de preferência pós-
tratamento, a variável dependente. A atividade locomotora foi analisada por ANOVA 
de uma via, sendo o subgrupo a variável independente e a locomoção a variável 
dependente.  
Posteriormente, foram realizadas análises post hoc usando o teste de 
Newman-Keuls para verificar os efeitos individuais entre os grupos. Valores de 
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.  
 
Estudo 3. Efeitos do SKF 38393 sobre os níveis de BDNF em animais 
submetidos à preferência condicionada por lugar induzida por cocaína. 
Para a análise do ensaio ELISA para BDNF foi realizada ANOVA de uma via 
para a comparação entre todos os grupos, seguida pelo teste de Newman-Keuls. 
Adicionalmente, foi realizado teste-t para comparação individual de cada grupo em 
relação ao grupo controle. Todos os dados são expressos por média ± erro padrão.  
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5. RESULTADOS 
 
Estudo 1. SKF 38393 reverses conditioned place preference 
in mice. 
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Estudo 2. The association of α-methyl-p-tyrosine and SKF 
38393 on the cocaine-induced conditioned place preference 
(Submetido). 
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Abstract 
Cocaine is a substance with great potential for abuse and dependence. However, 
there are currently no therapeutic options to reduce cocaine dependence. Several 
studies have demonstrated that partial agonists of D1 dopaminergic receptors can 
reduce the effects of cocaine. α-methyl-p-tyrosine (AMPT) inhibits the tyrosine 
hydroxylase enzyme, which reduces the production of dopamine and subsequently 
decreases the concentration of this neurotransmitter in the synaptic cleft. It has been 
well established that low levels of dopamine are related to increased drug-seeking 
behavior. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of two 
drugs, AMPT and the partial D1 agonist SKF 38393, administered alone or in 
combination in a model of cocaine-induced conditioned place preference (CPP). To 
test the efficacy of these two drugs, male C57BL/6J mice were conditioned with 
cocaine (10 mg/kg, i.p.) for eight days. After conditioning, they were treated with 
AMPT (250 mg/kg, i.p.), SKF 38393 (10 mg/kg i.p.) or the combination of both drugs 
for three days. After treatment, SKF 38393 reversed the preference for the 
compartment paired with cocaine; AMPT potentiated this behavior, and the 
combination of the two drugs neutralized the preference. Thus, it is possible that the 
partial activation of D1 receptors is a promising therapeutic target for treating cocaine 
dependence, and the levels of dopamine and the function of the dopaminergic 
receptors should be preserved for effective treatment.  
 
Key words: cocaine, SKF 38393, α-methyl-p-tyrosine, conditioned place preference, 
mice.  
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1. Introduction 
Approximately 14.3 to 20.5 million people worldwide have used cocaine at least 
once in their lifetime [1]. Cocaine exerts its euphoric effects by antagonizing 
dopamine transporters in the pre-synaptic neuron, which increases the concentration 
of free dopamine in the synaptic cleft that can bind to dopaminergic receptors [2, 3]. 
This marked increase of dopamine in the mesolimbic system is responsible for the 
addictive properties of cocaine. 
 Despite numerous efforts to discover an effective treatment for cocaine 
dependence, a medication that produces positive results has not yet been found. For 
example, several studies were carried out with agonists and antagonists of 
dopaminergic receptors, but those drugs have not presented clinically successful 
results [4, 5]. 
 Other studies have demonstrated that partial agonists of D1 dopaminergic 
receptors have the potential to reduce the self-administration, drug discrimination and 
craving effects of cocaine in both animal and human models [6-9]. A recent study 
showed that SKF 38393 had the capacity to reverse cocaine-induced conditioned 
place preference in mice [10]. 
Conditioned place preference is an animal model that has been extensively 
used to measure the reinforcing properties of drugs that are frequently abused. This 
model, which is based on the hypothesis of associative memory[11], consists of 
measuring the effects of reinforcing conditioned events on behavior. Because 
cocaine exerts a potent reinforcing effect, its administration on rodents produces a 
positive and long-lasting conditioned place preference [12, 13] 
The drug α-methyl-p-tyrosine (AMPT) is used for the treatment of 
pheochromocytoma. It acts by inhibiting the enzyme tyrosine hydroxylase, a limiting 
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step in the synthesis of dopamine. After this inhibition, the production of dopamine is 
reduced, which reduces the concentration of this neurotransmitter in the synaptic 
cleft. It is well established that low levels of dopamine lead to drug seeking behavior 
[14]; therefore, it is important to understand its effects. 
The objective of the current study was to evaluate the effects of AMPT and 
SKF 38393, administered alone or in combination, on cocaine-induced CPP. 
 
2. Experimental procedures 
2.1. Animals 
 Twenty nine C57BL/6J male adult mice (n=5-6/group), supplied by CEDEME 
(Universidade Federal de São Paulo - UNIFESP), were used. The study was 
performed following the ethical and practical principles for animal research and was 
approved by the Ethics Committee of UNIFESP (CEP #2000/09). Animals were 
housed in polypropylene boxes (38.4 X 31.5 X 17 cm) in individually ventilated cages 
covered with corn cob grit. They received water and food ad libidum except during 
experimental procedures. Animal facilities had controlled temperature (22 ± 1ºC) and 
artificial illumination; the lights were on from 7 a.m. to 7p.m, and experiments were 
held between 12 p.m. and 6 p.m. Animals were gently handled for three consecutive 
days before invasive procedures to minimize the effects of stress. 
 
2.2. Drugs 
 Cocaine hydrochloride (Sigma, St Louis, MO, USA) was injected at the dose of 
10 mg/kg/i.p. The same procedure was adopted for AMPT (α-Methyl-DL-tyrosine 
methyl ester hydrochloride, Sigma, St Louis, MO, USA) and SKF 38393 (Sigma-
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Aldrich, Brazil) at doses of 250 mg/kg and10 mg/kg, respectively. All of the drugs 
were diluted to a concentration of 10 ml/kg in a sterile solution of 0.09 mg/ml NaCl. 
The doses of cocaine, AMPT and SKF 38393 were based on previously published 
research [12, 15-17]. 
 
2.2.1. Conditioned place preference  
2.2.2. Apparatus 
This study analyzed the acquisition of cocaine preference in a CPP apparatus 
using a biased protocol. This procedure consists of evaluating the initial preference of 
the animal by one compartment without conditioning, followed by conditioning the 
animal pairing the drug with the initial non-prefered compartment [18]. Accordingly, 
cocaine was paired with the white compartment, which was not initially preferred by 
the animals. After this phase animals received AMPT (250 mg/Kg) or SKF 38393 (10 
mg/Kg) or a combination of both drugs during three consecutive days to assess the 
drug’s effects on cocaine-induced CPP. 
The CPP apparatus (software-monitored, Insight Pesquisa e Ensino, Brasil) 
consists of a box made of acrylic and stainless steel divided into three different 
compartments, which can be isolated by removable doors. The central compartment 
is the smallest of the three compartments and has light gray inside walls and a solid 
stainless steel floor. It is used as a passage between the two side compartments. 
One of the side compartments has white inside walls and a grid rod floor, while the 
other compartment has black inside walls and a mesh floor. The different patterns of 
both compartments enable animals to distinguish the different environments.  
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2.3.2. Pre-conditioning 
One day prior to the beginning of conditioning the animals were submitted to a 
testing session to determine initial preference for 15 minutes in the apparatus. The 
test determined that animals preferred the black compartment; therefore, cocaine 
was paired with the non-preferred white compartment. For conditioning, the animals 
were distributed to either a treatment (cocaine) or a control group. 
 
2.2.3. Conditioning 
 The conditioning procedure took eight consecutive days and was performed 
between 12 p.m. and 6 p.m. The animals in the treatment group received an injection 
of cocaine (10 mg/kg/i.p) or a sterile saline solution (0.09 mg/ml) on alternate days. 
They were immediately confined to one of the side compartments of the apparatus 
for 30 minutes. The animals were confined to the white compartment when cocaine 
was administered and to the black one when the vehicle (saline) was administered. 
The animals in the control group were administered vehicle only and were confined 
on alternate days to a different compartment post-injection. 
 
2.2.4. Post-conditioning test  
On the 9th day or 24 hours after the last conditioning day all animals were tested on 
the CPP apparatus. They received a challenge injection of saline and were placed 
into the central compartment. The doors were opened, and the animals were allowed 
to freely explore the entire apparatus for 15 minutes. During this period, the time 
spent in each compartment was recorded. The increased time spent in the white side 
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is interpreted as a preference for this compartment, and this preference is interpreted 
as being induced by cocaine conditioning.  
 
2.2.5. Treatment 
On the day after the post-conditioning session, animals were randomly 
distributed into the following five subgroups: 1) vehicle + AMPT + SKF 38393; 2) 
cocaine + vehicle + vehicle; 3) cocaine + AMPT + vehicle; 4) cocaine + vehicle + 
SKF 38393; 5) cocaine + AMPT + SKF 38393. The animals were first administered 
AMPT (or its vehicle) followed by SKF 38393 (or its vehicle) and cocaine after 15 
minutes (or its vehicle) according to each test group. After cocaine (or vehicle) 
administration, animals were placed into the CPP apparatus for 30 minutes and were 
subjected to the same procedure of conditioning. This treatment was applied for 
three consecutive days. The animals in the treated subgroups received cocaine on 
the first day of treatment, saline on the second day and cocaine on the third day. 
They were confined for 30 minutes to the compartments that were pre-established 
during the conditioning period. Similarly, the control subgroup received vehicle for 
three days and were confined for 30 minutes on both side compartments.  
 
2.2.6. Post-treatment test 
 According to the same protocol of post-conditioning test, 24 hours after 
the last treatment session, animals were tested again on the CPP apparatus. The 
test lasted 15 minutes, and the animals had free access to all the compartments. The 
time spent in each compartment was recorded. 
 In a previous experiment, it was demonstrated the effects of the AMPT on the 
cocaine-conditioned place preference. There were four groups (VEH+VEH; 
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VEH+AMPT; COC+VEH; COC+AMPT), which followed the same experimental 
procedure described in this work (unpublished data, Figure 1). 
 
Figure 1. Treatment with AMPT potentiates cocaine-conditioned place preference. Mice were 
treated with AMPT (250 mg/kg) for three consecutive days after cocaine conditioning. Preference 
score indicates the difference between the time spent in seconds in the white compartment and the 
black compartment during a 15-min period. * represents a significant difference (p<0.05) between 
the two cocaine groups and each one of the two control groups in the post-treatment test. # 
represents a significant difference (p<0.05) between the COC+AMPT group and the COC+VEH group 
in the post-treatment test. Data were analized by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test 
(mean ± standard error of the mean, n=6-7/group). 
  
2.3. Locomotor activity  
 Immediately after the post-conditioning and post-treatment preference tests, 
the animals were placed in a locomotor activity box (20 X 40 X 25 cm, Opto-Varimex 
Mini Columbus Instruments, EUA), which detected movement by the interruption of 
pairs of horizontal photoelectric sensors. The results were recorded cumulatively as 
total locomotion every five minutes for 15 minutes. 
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2.4. Statistical analysis  
 A Student t-test was performed on pre-conditioning data (mean time spent on 
each compartment) to evaluate the statistical significance of a possible natural 
preference for either of the side compartments of the CPP apparatus.  
For the post-conditioning test, a one-way ANOVA was performed with the 
group (cocaine or vehicle) as the dependent variable and the score of preference 
(difference between the time spent on the white and the black compartments) on 
post-conditioning test as the dependent variable. Additionally, a one-way ANOVA 
was performed to verify the homogeneity between the following cocaine subgroups: 
vehicle+AMPT+SKF, cocaine+vehicle+vehicle, cocaine+AMPT+vehicle, 
cocaine+vehicle+SKF and cocaine+AMPT+SKF, which were the independent 
variables, and the preference score was the dependent variable. 
The post-treatment results were also analyzed using a one-way ANOVA 
where each subgroup was the independent variable, and the post-treatment 
preference score was the dependent variable. Locomotor activity was evaluated 
using a one-way ANOVA; the subgroup was the independent variable, and 
locomotion was the dependent variable. 
Afterwards, post hoc analyses were performed using the Newman-Keuls test 
to explore individual effects between groups. A p<0.05 was considered statistically 
significant. All data are expressed as the means± standard error.  
 
3. Results 
3.1. Pre-conditioning test 
 The animals showed a preference for the black compartment during the pre-
conditioning test. The mean time they spent in the white compartment was 301.0 ± 
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9.45 seconds compared to 386.1 ± 11.5 seconds in the black compartment [t(29) = 
4.19; p<0.001]. One-way ANOVA analysis showed no statistically significant 
differences during the pre-conditioning test of later subgroups (F4,23= 1.73; p>0.05), 
which confirms that this factor did not interfere in the interpretation of the latter 
results. 
 
3.2. Post-conditioning test  
 On the test day the animals that received cocaine during the conditioning 
period stayed in the white compartment paired with that drug longer than the non-
paired black compartment. In contrast, the animals in the vehicle group presented the 
opposite behavior and maintained a preference for the black compartment. There 
was a significant effect of cocaine administration on the post-conditioning test 
determined by one-way ANOVA analysis (F1,27 = 13.93, p<0.001). The Newman-
Keuls post hoc test showed significant differences between the animals treated with 
cocaine and those treated with saline (p<0.01). Additionally, one-way ANOVA 
analysis detected statistically significant differences between each of the five 
subgroups (F4,24 = 3,25; p<0.05). The Newman-Keuls post hoc test showed 
differences between the group (sal+AMPT+SKF) and all the groups treated with 
cocaine (p<0.05). Furthermore, this test showed no significant differences between 
any of the four groups treated with cocaine, which means they were equal to each 
other. This result did not affect the later analysis of the effect of treatments with 
AMPT and SKF 38393 (Figure 2). 
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Figure 2. Cocaine conditioning induces place preference. Mice that were conditioned with cocaine 
(10 mg/kg) during eight consecutive days show preference by the white compartment. (A) represents 
the effects of cocaine conditioning on the mice distributed in two groups (VEHICLE and COCAINE). (B) 
indicates the effects of cocaine conditioning on the same mice distributed in the five posterior 
subgroups. Preference score indicates the difference between the time spent in seconds in the white 
compartment and the black compartment during a 15-min period. * indicates a significant difference 
(p<0.05) between the animals cocaine conditioned and the control group (VEHICLE) on the post-
conditioning test. Data were analized by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test (mean ± 
standard error of the mean). (A) n = 6/VEHICLE and n = 22/COCAINE. (B) n = 5-6/group.  
 
3.3. Post-treatment test  
 Our data show that the effect of cocaine was potentialized by AMPT 
administration; conditioning was reversed by SKF 38393 administration, and 
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preference for the white compartment was blocked when the animals that received 
cocaine were administered AMPT followed by SKF 38393.  
 The one-way ANOVA analysis showed differences among the subgroups 
during the post-treatment test (F4,24 = 13.1, p<0.0001). The Newman-Keuls post hoc 
test detected no significant differences between the VEH+AMPT+SKF and 
COC+VEH+SKF subgroups demonstrating that SKF 38393 reversed the preference 
of the animals in this subgroup for the white compartment because they returned and 
stayed longer in the black compartment. There was a significant difference between 
the VEH+AMPT+SKF subgroup and the COC+AMPT+SKF (p<0.05), 
COC+AMPT+VEH (p<0.001) and COC+VEH+VEH (p<0.01) subgroups. Finally, there 
was a statistically significant difference between the COC+VEH+VEH and 
COC+AMPT+VEH groups (p<0.05; Figure 3). 
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Figure 3. Treatment with AMPT plus SKF 38393 blocks the cocaine-conditioned place preference. 
Mice were treated with AMPT (250 mg/kg) or SKF 38393 (10 mg/kg) or the association of the two 
drugs for three consecutive days after cocaine conditioning. Preference score indicates the difference 
between the time spent in seconds in the white compartment and the black compartment during a 
15-min period. * indicates a significant difference (p<0.05) between the groups (COC+VEH+VEH, 
COC+AMPT+VEH and COC+AMPT+SKF) and the control group (VEH+AMPT+SKF) in the post-
treatment test. 
#
 indicates a significant difference (p<0.05) between the groups (COC+AMPT+VEH, 
COC+VEH+SKF and COC+AMPT+SKF) and the group COC+VEH+VEH in the post-treatment test. Data 
were analized by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test (mean ± standard error of the 
mean, n = 5-6/group).  
 
3.4. Locomotor Activity 
 There were no significant variations among the means of the subgroups in 
terms of the total number of photoelectric sensor interruptions during the 15-minute 
evaluation immediately after the post-conditioning test (F4,24 = 0.75; p=0.56). 
Likewise, there were no significant variations shortly after the post-treatment test 
(F4,24 = 0.14; p=0.96; Figure 4).  
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Figure 4. Locomotor activity performed after the post-conditioning test (A) and the post-treatment 
test (B). The animals were tested during a 15 minutes period in the locomotor activity box. There was 
no significant difference between groups (p>0.05) in either of the two tests. Data were analized by 
one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test (mean ± standard error of the mean, n = 5-
6/group).  
 
4. Discussion 
The current study evaluated the effects of two drugs, administered alone or in 
combination, that act on the dopaminergic system in the cocaine-induced conditioned 
place preference model. These two drugs, AMPT and SKF 38393, inhibit the action 
of the tyrosine hydroxylase enzyme and function as a partial agonist of D1 
dopaminergic receptors, respectively. The results showed that 250 mg/kg 
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AMPTconsiderably increased the preference of animals for the compartment paired 
with cocaine after a three-day treatment. In contrast, 10 mg/kg SKF 38393 reversed 
this preference, and the combination of both drugs blocked the preference of the 
animals for the paired compartment. However, they did not totally reverse this to 
basal levels. No significant differences were detected in locomotor activity tests 
performed shortly after the preference tests, which indicates that there was no 
interference between the two tests. 
 Prior studies from our laboratory also demonstrated that SKF38393 reversed 
the cocaine-induced conditioned place preference [10]. This finding is in line with 
those from previous studies, which showed partial D1 agonists have the potential to 
reduce or antagonize the effects of cocaine, such as self-administration, drug 
discrimination and reinstatement in animal models of dependence [19-22].  
 AMPT potentialized cocaine-induced preference. Thus, animals treated with 
this drug remained in the compartment previously paired with cocaine for a longer 
period of time when compared with the animals that received only cocaine. The 
AMPT dose used in this study depletes dopamine by 50% to 80% [17, 23, 24]. This 
reduction likely contributed to the increase in time spent in the compartment paired 
with cocaine because low levels of this neurotransmitter are associated with an 
increase in drug-seeking behavior [14].  
 Moreover, studies have shown that there is an up-regulation of dopaminergic 
receptors after AMPT administration [25, 26], which could also contribute to this drug-
seeking behavior. This neuro-adaptation occurs with repeated cocaine administration 
[27] and with the cocaine-induced conditioning in the CPP apparatus [28]. It is well 
known that the administration of a D1 receptor antagonist can also produce an up-
regulation of dopaminergic receptors [29]. The effect of substantial decreases in 
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available dopamine to bind to its receptors produced by AMPT might be comparable 
to the effect produced by antagonist drugs. In both cases, it is virtually impossible for 
the receptors to be activated. 
 Because both AMPT and SKF 38393 were administered in combination, the 
effects of these drugs on cocaine-induced preference were combined; SKF 38393 
lessened the potentialization of cocaine on the CPP induced by AMPT, but it could 
not totally reverse conditioning as when it was administered alone.  
 It can be safely assumed that the length of treatment with SKF 38393 was not 
enough to promote the complete conditioning reversal that was potentialized by the 
repeated administration of AMPT, or both mechanisms of action competed in the 
previously established behavior. This hypothesis can be tested with a longer 
treatment time; however, SKF 38393 would most likely have to be administered for 
longer than AMPT for the reversal effect to be observed. This result is expected 
because both drugs administered concomitantly would still perform their respective 
actions in the dopaminergic system. 
 It is possible that dopamine synthesis was preserved in animals treated only 
with SKF 38393, and only the binding of those neurotransmitters with D1 receptors 
was reduced by the partial agonist. SKF 38393 can be considered an antagonist of 
dopaminergic receptors in the presence of cocaine, where the dopamine levels are 
enhanced because the receptors are unavailable to completely bind with the agonist.  
 Several studies have previously demonstrated that the binding of dopamine 
with D2 receptors produces internalization and the degradation of those receptors by 
the GASP-1 protein, which is associated with the receptors bound to the G protein. 
Conversely, D1 receptors are quickly recycled and return to the cellular surface and 
are available to bind again with the ligand [30-32]. Therefore, it is possible that D2 
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receptors may have been downregulated and D1 receptors upregulated after the 
repeated administration of cocaine. 
 When SKF 38393 was administered concomitantly with AMPT, this agonist 
might have lessened the magnitude of up-regulation because, even though the 
dopamine levels were considerably reduced by AMPT, SKF 38393 activated the D1 
receptors. Therefore, we hypothesize that the dopamine levels were possibly 
normalized for the binding with the dopaminergic receptors so that a total reversal of 
the expression of cocaine-induced conditioning was able to take place.  
 Previously, it has been demonstrated that the stimulation of D1 receptors is 
necessary for the complete activation of D2 receptors. When dopamine is depleted 
by AMPT, the stimulation of D2 receptors is reduced unless it is co-administered with 
a D1 receptor agonist [33, 34].   
 It is well known that the activation of D2 receptors increases drug-seeking 
behavior [35]. Therefore, residual dopamine that binds to the sensitized receptors of 
the D2 family would contribute to a partial increase in drug-seeking behavior because 
SKF 38393 is activating D1 receptors less effectively. This modulation is different 
from when SKF 38393 was administered alone because the D2 receptors were not 
increased in number and sensitivity as opposed to when AMPT and SKF 38393 were 
co-administered.  
 Molecular studies should be performed to quantify the levels of dopamine and 
D1 and D2 dopaminergic receptors after the administration of SKF 38393 and AMPT 
so that the hypotheses formulated in this study can be confirmed. 
In conclusion, the results we obtained suggest that the partial activation of D1 
receptors is still a promising alternative for the treatment of cocaine dependence, and 
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for this treatment to be effective, the levels of dopamine and the function of the 
dopaminergic receptors should be preserved. 
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Abstract 
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is closely associated with drug abuse, 
particularly with psychostimulants. In this study, an ELISA assay was used to assess 
the effect of the partial dopamine agonist SKF 38393 on BDNF levels in the ventral 
tegmental area (VTA) and the nucleus accumbens (NAcc) of mice in conjunction with 
cocaine-induced conditioned place preference. The results showed that the 
combination of SKF 38393 and cocaine administration significantly increased BDNF 
levels in the VTA but not in the NAcc. Therefore, the increase in BDNF levels in the 
VTA may be a key treatment target for cocaine addiction. 
 
Keywords: BDNF, SKF 38393, cocaine, conditioned place preference, ventral 
tegmental area, nucleus accumbens. 
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 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin that plays a key 
role in the development, differentiation, maintenance and survival of dopaminergic 
neurons (Altar et al., 1992). It is expressed in various areas that are intimately 
involved in the responses to drugs. Studies suggest that a psychostimulant-induced 
increase in BDNF may have a fundamental role in the mechanism responsible for 
conditioned responses to drugs. In this sense, BDNF infusions into the NAcc serve 
as a conditioned reinforce of cocaine use (Horger et al., 1999). 
  This study was designed to quantify BDNF levels in animal models of 
cocaine-induced conditioned place preference (CPP) and to evaluate subsequent 
treatment with the partial D1 agonist, SKF 38393. Thus, adult male C57BL/6J mice (n 
= 25; 6-7/group) received intraperitoneal (IP) cocaine injections (10 mg/kg; Sigma, St 
Louis, Missouri, USA) every other day for 10 days for conditioning. The mice then 
received two more cocaine injections in alternate days for three days for 
reconditioning and treatment. SKF 38393 (10 mg/kg; Sigma-Aldrich, Brazil) was daily 
IP injected during the treatment (see Sabioni et al. 2012 for procedure details).  
 The NAcc and VTA were dissected by punch for BDNF quantification. The 
samples underwent protein quantification using the Bradford method (1976), and the 
BDNF was measured in triplicates using the ELISA method (BDNF Emax® 
ImmunoAssay System kit; Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA)..  
 The animals were alocated into 4 groups: 1) vehicle+vehicle (control); 2) 
vehicle+SKF; 3) cocaine+vehicle; and 4) cocaine+SKF. The data were analyzed 
using one-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test. Student’s t-test was also 
used to compare groups.  
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 The SKF 38393 results on cocaine-induced CPP were very similar to those 
found before, SKF 38393 reversed the cocaine effect on this model (Sabioni et al., 
2012) (Figure 1).  
 
Figure 1. Post-conditioning and post-treatment tests. Cocaine conditioning produced a strong 
conditioned place preference, which was reversed by SKF 38393 treatment. The preference 
score is expressed by the difference in time spent between the cocaine-paired and unpaired 
compartments. * indicates a significant difference compared to the control group (p <0.05). 
The results were analyzed using one-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test and 
are expressed as the mean ± standard error (n = 6-7/group).  
 
There was a significant increase in BDNF levels in the VTA between the 
cocaine+SKF group compared to the control group (F3,21 = 5.28; p<0.01), as shown in 
Figure 2A. There was also a significant BDNF increase in the VTA of the 
vehicle+SKF [t(10)=2.40; p<0.05] group and the cocaine+vehicle [t(11)=4.84, 
p<0.001] group compared only to the control group. However, there were no 
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significant differences in BDNF levels between the groups in the NAcc (F3,21 = 0.56) 
(Figure 2B).  
 
Figure 2. BDNF levels in the ventral tegmental area (VTA) and the nucleus accumbens (NA). 
There was an increase in BDNF levels in the VTA after cocaine conditioning and SKF 38393 
treatment in the VEH + SKF, COC + VEH and COC + SKF groups. * indicates a significant 
difference (p<0.01) relative to the control group using one-way ANOVA followed by the 
Newman-Keuls Inc. # indicates a significant difference (p<0.05) between the VEH + SKF and 
COC + VEH groups and the control group upon individual comparison using Student’s t-test. 
Data are expressed as the mean ± standard error (n = 6-7/group). 
 
Williams and Undieh (2009) demonstrated that the SKF 38393 increases 
BDNF expression in the hippocampus and striatum after incubation for 24 hours in 
rat brain tissue. In contrast, Do and collaborators (2007) have shown that BDNF also 
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increases the expression and protein levels of endogenous D1 receptors in CAD 
cells. BDNF may enhance the SKF 38393 effect by acting as a functional antagonist 
via D1 receptor upregulation. The agonist prevents high levels of free dopamine from 
binding to the D1 receptor after the cocaine administration. 
 Studies show that BDNF infusion into the NAcc and VTA increases the 
response to cocaine (Graham et al., 2007; Horger et al., 1999). This suggests that 
higher BDNF levels in these areas would facilitate or enhance the cocaine-reward 
effects. However, in our study BDNF levels were increased only in the VTA in 
response to the combination of cocaine and SKF 38393, concurrent with the reversal 
of CPP.  
 As previously stated, BDNF increases the expression of D1 receptors, which 
are the target of dopaminergic agonists. Several studies have shown that partial 
agonists of dopaminergic D1 receptors are able to attenuate the effects of cocaine, 
including self-administration, drug discrimination and CPP (Mutschler and Bergman, 
2002; Sabioni et al., 2012; Spealman et al., 1997). However, no studies of drug 
reinforcement conditioning have been performed in an animal model to evaluate the 
effect of D1 partial agonists on BDNF levels and the resulting behavioral response to 
cocaine.  
 The lack of variation between groups in the BDNF levels in the NAcc is 
intriguing because there is evidence that a single administration of cocaine is 
sufficient to increase BDNF levels in the mesolimbic system. In contrast, the BDNF 
increase in the VTA is consistently seen in other studies (Graham et al., 2007). 
Hypothetically, this discrepancy may result from differences in the CPP experimental 
protocol, as the procedures used in this model are extremely variable among studies. 
Furthermore, other brain regions associated with the reinforcing effects of drug abuse 
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may be involved in the modulation of this system. BDNF increases in the prefrontal 
cortex were shown to decrease cocaine-seeking behaviors (Berglind et al., 2007), 
which could explain the reversal of the drug-induced conditioned behavior in this 
study. These discrepancies most likely demonstrate that brain structures respond 
differently to BDNF in the presence of cocaine. 
 Therefore, BDNF increases in response to psychostimulant drugs triggered by 
partial D1 agonists may be the essential key to mesolimbic system modulation for 
developing treatments for cocaine addiction.  
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6. DISCUSSÃO  
 
Os estudos presentes neste trabalho avaliaram o efeito do agonista parcial D1 
SKF 38393 e do inibidor da enzima tirosina hidroxilase AMPT, tanto isoladamente 
quanto em associação, sobre a reversão da PCL induzida por cocaína em 
camundongos. Adicionalmente, foi avaliada a influência do SKF 38393 sobre os 
níveis de BDNF no NAcc e ATV após o experimento comportamental de preferência 
condicionada. Em resumo, os resultados demonstraram que: 1) O SKF 38393 
reverteu a preferência condicionada induzida por cocaína; 2) O AMPT foi capaz de 
potencializar esta preferência; 3) A associação destas duas drogas bloqueou o 
comportamento induzido por cocaína; 4) cocaína e SKF 38393 aumentaram os 
níveis de BDNF na ATV; 5) A associação de cocaína com SKF 38393 potencializou 
este aumento na ATV; e 6) não houve nenhuma alteração em relação aos níveis de 
BDNF no NAcc nem por efeito de cocaína, nem de SKF 38393 após o procedimento 
comportamental. 
Houve uma consistência nos resultados obtidos com SKF 38393, que foi 
capaz de reverter, na dose de 10 mg/kg, a PCL induzida por cocaína nos três 
estudos descritos. Inúmeros estudos demonstram que agonistas parciais de 
receptores D1 são capazes de atenuar ou bloquear os efeitos da cocaína em 
modelos de auto-administração, reinstalação e discriminação da cocaína em ratos e 
macacos (HAILE; KOSTEN, 2001;  KATZ; WITKIN, 1992;  MUTSCHLER; 
BERGMAN, 2002;  SELF et al., 1996). 
Há uma diferença temporal importante que resulta do tratamento com 
agonistas parciais D1 sobre os efeitos da cocaína. Parece que, quando 
administrados em conjunto com a cocaína, estas drogas atuam como antagonistas 
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funcionais de receptores D1, pois impedem que a dopamina aumentada na fenda 
sináptica se ligue a eles. Este tipo de procedimento resulta em atenuação ou 
bloqueio dos efeitos da cocaína, como observado em estudos de auto-
administração, reinstalação, discriminação de drogas e condicionamento. 
Controversamente, quando administrados previamente à cocaína, agonistas parciais 
D1 podem causar sensibilização aos efeitos da cocaína (PIERCE et al., 1996). 
Os resultados deste estudo confirmam o forte envolvimento dos receptores 
D1 aos efeitos reforçadores condicionados da cocaína, pois neste caso, o 
tratamento com SKF 38393 na reversão da PCL foi concomitante à administração 
desta droga após a expressão da PCL induzida por cocaína, o que resultou na total 
reversão destes efeitos. Na fase de tratamento os animais recebiam o SKF 38393, 
AMPT ou a associação das duas drogas e, 15 minutos depois, recebiam cocaína e 
eram imediatamente confinados ao ambiente pareado com a droga. Pode-se pensar 
que, nesta fase, não havia mais a presença do fator recompensador no ambiente 
pareado com a cocaína, pois o SKF 38393 estaria impedindo que a dopamina se 
ligasse aos receptores D1. Neste sentido, levanta-se a hipótese de que o SKF 38393 
estaria atuando como um agente facilitador do processo de extinção, no qual um dos 
procedimentos é injetar uma solução salina (veículo) e parear com o compartimento 
que era destinado ao pareamento com a droga. Um experimento adicional, no qual o 
grupo que foi condicionado com cocaína passasse a receber salina durante o 
tratamento e fosse exposto aos dois compartimentos após a administração de 
salina, poderia confirmar esta hipótese. Este grupo poderia ser comparado ao grupo 
cocaína + SKF e poderia trazer respostas mais precisas sobre o comportamento 
extinto.  
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 Outra hipótese que merece consideração é o fato de que o SKF 38393 
demonstrou produzir aversão condicionada ao lugar em ratos (HOFFMAN; 
BENINGER, 1988;1989). O efeito aversivo do SKF 38393 poderia ser verificado em 
um experimento em que esta droga fosse administrada isoladamente, sem efeito 
associado à cocaína. No entanto, se a reversão da preferência condicionada 
induzida por cocaína se deu por efeitos aversivos produzidos pelo SKF 38393, este 
achado não invalida a afirmação de que esta classe de drogas pode ser promissora 
para o tratamento de dependência de cocaína. A produção de efeitos colaterais 
associados à droga de abuso é uma das alternativas de tratamento para a 
dependência, como é o caso do dissulfiram no emprego do tratamento para a 
dependência de álcool. O consumo de álcool sob efeito do dissulfiram produz uma 
série de efeitos aversivos, como taquicardia, sudorese, náuseas, vômitos e queda da 
pressão sanguínea, que podem causar uma associação dos efeitos colaterais com o 
consumo de álcool, resultando em uma terapia aversiva (MANN, 2004;  SCHUCKIT, 
1996). 
Os efeitos atenuantes sobre a cocaína produzidos por agonistas parciais D1 
são semelhantes aos efeitos encontrados com o antagonista D1 SCH 23390 
(GRAKALIC et al., 2007;  WEISSENBORN et al., 1996). No entanto, o uso do SCH 
23390 demonstrou causar prejuízo da atividade locomotora em ratos e macacos 
(HOFFMAN; BENINGER, 1985;  LUBLIN; GERLACH; PEACOCK, 1993;  
SCHINDLER; CARMONA, 2002) além de síndromes distônicas, catalepsia e 
sedação (LUBLIN et al., 1993), demonstrando que podem não ser boas alternativas 
terapêuticas devido aos efeitos adversos debilitantes.  
Por outro lado, os resultados obtidos com a AMPT reforçam a teoria de que 
baixos níveis de dopamina aumentam a busca pela droga. O tratamento com AMPT 
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por três dias nos grupos cocaína + AMPT e cocaína + AMPT + salina potencializou a 
PCL em torno de quatro vezes em relação ao grupo que recebeu apenas salina no 
tratamento. Em associação com SKF 38393, houve um bloqueio da preferência, 
sugerindo que as duas drogas estavam exercendo suas ações concomitantemente, 
ou seja, o AMPT potencializando e o SKF revertendo os efeitos da cocaína na PCL.  
Algumas hipóteses podem ser levantadas em relação à potencialização da 
PCL pelo AMPT e bloqueio pela associação de AMPT com SKF 38393. Estudos 
demonstram que a depleção de dopamina é um fator determinante para causar 
aumento da expressão de receptores dopaminérgicos D1 e D2. Isto pode ocorrer por 
via farmacológica, por lesões realizadas em áreas específicas, ou mesmo por 
doenças como esquizofrenia (na fase de sintomas negativos) ou Parkinson (ABI-
DARGHAM, 2004;  DESLAURIERS et al., 2011;  ISHIDA et al., 2004;  XU et al., 
2005). Uma vez que alguns estudos demonstraram que o AMPT é capaz de 
promover upregulation destes receptores, pode-se pensar que a potencialização da 
preferência neste estudo se deva a: 1) a uma supersensibilização dos receptores 
dopaminérgicos aos efeitos reforçadores da cocaína, aumentando a resposta em 
relação ao grupo que recebeu apenas cocaína; ou 2) ao mecanismo que demonstra 
que baixos níveis de dopamina aumentam a busca pela droga, fazendo com que os 
animais permanecessem mais tempo no compartimento pareado com a cocaína.  
No entanto, a associação de AMPT com SKF reduziu a preferência 
condicionada induzida por cocaína. Considerando que o comportamento expresso 
pode ser resultado de upregulation dos receptores D1, é possível que os efeitos 
desta associação tenham aumentado o papel de antagonista funcional do SKF 
38393 na presença de cocaína. Uma vez que os receptores D1 estavam 
supersensibilizados, o efeito sobre estes receptores teria maior magnitude.  
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Outra possibilidade é a necessidade de ativação de D1 para resposta 
completa de D2, sendo que o inverso não é verdadeiro, ou seja, a resposta completa 
de D1 não depende da ativação de D2. Vários estudos demonstram uma atividade 
sinérgica destes dois receptores regulando a intensidade de uma resposta produzida 
por agonistas dopaminérgicos. Foi demonstrado que após a depleção aguda de 
dopamina pela administração de AMPT, o agonista D2 quinpirole teve sua 
capacidade em produzir estereotipia anulada, o que foi revertido pela co-
administração de SKF 38393 (WHITE et al., 1988). Contrariamente, ratos controle 
(salina) tiveram seu comportamento de grooming completamente suprimidos em 
relação aos níveis normais após a depleção aguda de dopamina pelo AMPT, que foi 
revertido apenas pela administração de SKF 38393 (WHITE et al., 1988).  
No presente estudo, pode-se também levantar a hipótese de que o bloqueio 
da PCL induzida por cocaína após a associação de AMPT com SKF 38393 segue os 
princípios da independência de receptores D1 na expressão do comportamento. 
Considerando que os níveis residuais de dopamina não eram suficientes para a 
ativação dos receptores D1 e D2, o SKF 38393, com sua ação nos receptores D1, 
foi capaz de bloquear as ações da cocaína e do AMPT sem necessidade de ativação 
de receptores D2. 
Além disso, o BDNF pode ter um papel chave nos efeitos das drogas 
empregadas neste estudo sobre a PCL induzida por cocaína. Após a administração 
de SKF 38393 e cocaína, observou-se aumento de BDNF na ATV em relação ao 
grupo controle (salina), o que não ocorreu no NAcc. A associação de SKF 38393 
com cocaína potencializou o aumento de BDNF na ATV em relação aos grupos que 
receberam somente cocaína ou SKF 38393.  Vários estudos demonstram que o 
aumento de BDNF em algumas áreas da via mesolímbica está associado à 
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potencialização dos efeitos reforçadores da cocaína. Infusões de BDNF no NAcc e 
ATV são capazes de aumentar os efeitos estimulantes da cocaína e facilitar o 
desenvolvimento de sensibilização (HORGER et al., 1999). Foi demonstrado que 
infusões de BDNF no NAcc potencializam as respostas condicionadas à cocaína 
(HORGER et al., 1999). Graham e colaboradores (2007) administraram BDNF no 
NAcc e perceberam o aumento do comportamento de auto-administração de 
cocaína em ratos.  
No entanto, nenhum estudo avaliou, até o momento, o efeito do SKF 38393 
sobre os níveis de BDNF relacionados ao modelo de PCL induzido por cocaína. 
Recentemente, foi relatado que o SKF 38393 foi capaz de aumentar os níveis de 
BDNF no estriado e hipocampo (WILLIAMS; UNDIEH, 2009). Em contrapartida, o 
BDNF é capaz de produzir upregulation de receptores D1 (DO; KERR; 
KUZHIKANDATHIL, 2007). Baseado nisto, pode-se pensar que o aumento de BDNF 
na ATV em nosso estudo está diretamente envolvido no mecanismo de reversão e 
bloqueio da PCL, uma vez que o upregulation de D1 poderia estar favorecendo os 
efeitos produzidos pelo SKF 38393. 
Outras evidências demonstram que uma única infusão de BDNF no CPF foi 
capaz de suprimir a busca pela cocaína em ratos no modelo de auto-administração 
(BERGLIND et al., 2007). Como a ATV envia projeções diretamente para o CPF, 
pode ser que tenha havido aumento de BDNF também nesta área, e que este 
aumento tenha contribuído para a reversão do comportamento estabelecido 
anteriormente pela cocaína. De forma intrigante, não houve alteração nos níveis de 
BDNF no NAcc por administração de cocaína, SKF 38393 ou a associação destas 
duas drogas. Isto contrapõe alguns estudos da literatura, que indicam que há 
aumento de BDNF no NAcc após a administração aguda ou repetida de cocaína  
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(FILIP et al., 2006;  FUMAGALLI et al., 2012;  GRAHAM et al., 2007). No entanto, 
outro estudo não demonstrou aumento de BDNF no NAcc, mas sim no estriado, de 
ratos expostos à cocaína na fase pré-natal (TROPEA et al., 2011). Adicionalmente, 
também não foi encontrado aumento de BDNF no NAcc de ratos após 10 dias de 
auto-administração de cocaína (BERGLIND et al., 2007). Vale ressaltar que as 
alterações encontradas no NAcc em relação aos níveis de BDNF foram 
demonstradas na região shell; No presente estudo, não houve diferenciação das 
regiões shell e core, o que pode ter mascarado um possível aumento de BDNF na 
região shell do NAcc. Estes resultados indicam que a expressão de BDNF em 
resposta à cocaína pode variar numa mesma área de interesse de acordo com os 
modelos comportamentais utilizados.  
Como dito anteriormente, até o momento não foi realizado um estudo que 
avaliasse os níveis de BDNF após administração de SKF 38393 no modelo de PCL. 
Além disso, os procedimentos experimentais de PCL descritos na literatura são 
muito diferentes entre si. Estas diferenças podem ocorrer de diversas maneiras: 1) 
no princípio do método (que pode ser biased ou unbiased); 2) na fase de 
condicionamento, em que as sessões podem variar em número e duração; 3) na 
finalização do experimento, que pode acabar no dia do teste de expressão ou, como 
no caso do presente estudo, ter fases adicionais após o teste de expressão. Foi 
relatado que diferenças de protocolo experimental podem ocasionar resultados 
variáveis na expressão do BDNF (LIU et al., 2011). 
 Estudos adicionais com a avaliação do CPF poderiam esclarecer as hipóteses 
levantadas neste estudo. Administrações intracerebrais de SKF 38393 em regiões 
específicas ajudariam a responder quais estruturas estão sendo responsáveis pela 
expressão do comportamento. Adicionalmente, estudos com binding de receptores 
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dopaminérgicos e quantificação de dopamina, após administração de AMPT, 
poderiam ajudar a responder se os efeitos encontrados são, de fato, devidos ao 
upregulation de receptores e à depleção de dopamina. Outras regiões da via 
mesolímbica também poderiam ser investigadas em relação aos níveis de BDNF 
para verificar alterações em outras áreas relacionadas com o modelo de PCL. Estas 
foram algumas limitações deste trabalho que certamente dariam mais consistência à 
interpretação dos resultados obtidos. 
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7. CONCLUSÕES 
  
 O SKF 38393 demonstrou consistência no efeito de reversão ou diminuição 
da preferência condicionada por lugar induzida por cocaína, mesmo quando esta 
estava potencializada pelo efeito da administração de AMPT.  Ainda, a 
administração repetida de SKF 38393 aumentou os níveis de BDNF na área 
tegmental ventral, efeito que foi potencializado pela administração de cocaína. 
 Baseado nestes resultados, conclui-se que o SKF 38393 exerce uma função 
importante nos efeitos reforçadores condicionados da cocaína, através de sua ação 
sobre os receptores dopaminérgicos D1. Ainda, que este mecanismo sobre os 
receptores D1 pode estar associado aos efeitos do BDNF em resposta à 
administração repetida de cocaína. 
 Pelo fato de que os efeitos do SKF 38393 foram testados somente na 
reversão da preferência condicionada por lugar induzida por cocaína, pode-se 
sugerir que o mecanismo de ativação parcial de receptores dopaminérgicos D1 pode 
ser útil no desenvolvimento de medicamentos para a dependência de cocaína, na 
fase em que o dependente ainda está sob os efeitos da droga. 
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